ENGENHARIA GENETICA
Uma experiéncia de clonagem molecular
— Fundamento e Protocolos

Clonagem num vector de fusao traducional para deteccao dos sinais de
transcricao e de traducao de um gene em Escherichia coli

Exemplo de um sistema vector/hospedeiro baseado nas propriedades do operdo lac

Manual de laboratorio



Caracteristicas estruturais, regulacao e utilidade do operao lac
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Indutor - Repressor inactivo

Nos sistemas experimentais:

= o indutor utilizado na inducao da transcricao do operao lac é o IPTG (isopropil-B-D-tiogalactésido), um composto que
nao é metabolizado (andlogo da alolactose)

= 3 deteccao da sintese de B-galactosidade é feita através do X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactésido), um
composto incolor que liberta uma cor azul quando clivado pela B-galactosidade
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Fusoes génicas traducionais
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Estrutura geral dos vectores de expressao da série pNM

EcoRl  Smal SarmrHl  Sal Psti Hirdl Il 92 coddo 1acZ
| GAATT CCC GGG GAT OCG TCGACCTGCAGC CAA GCTTGCGATCOC*GTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAA... 37
1
vy
& %
=1 3,6 kb |
’ | 4
3£ (Minton, 1984)
e

Representac¢ao da regiao 5’ do gene lacZ nativo
5’"CACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACG GATTCACTG-GTCGTTTTACAACGTCGTG ACTGGGAA... 3’

- 9° codao nos vectores pNM

= O gene repoter lacZ esta incompleto (‘lacZ); inicio apenas no 92 codao (modificado),
nao possuindo os sinais de iniciacao da transcricao e da traducao

* AlaclPO ‘lacZ lacY AlacA AmpR
= Vectores procarioticos, de expressao e de fusao traducional



Polylinker dos vectores pNM

pNM480

EcoRI Smal BamHI Sall PstI HindIII gene lacZ ——
GA ATT CCC GGG GAT CCG TCG ACC TGC AGC CAA GCT TGC GAT ‘

pNM481

EcoRI Smal BamHI Sall Pstl HindIII
GAA TTC CCG GGG ATC CGT CGA CCT GCA GCC AAG CTT GCT -

pNM482

EcoRI Smal BamHI Sall Pstl HindIII
G AAT TCC CGG GGA TCC GTC GAC CTG CAG CCA AGC TTC GAT ﬁ .........

92 coddo do gene lacZ — CCC



Polylinker dos vectores pNM

pNM480

EcoRI Smal BamHI Sall PstI HindIII gene lacZ —
GA ATT CCC GGG GAT CCG TCG ACC TGC AGC CAA GCT TGC GAT - .........

pNM481

EcoRI Smal BamHI Sall Pstl HindIII
GAA TTC CCG GGG ATC CGT CGA CCT GCA GCC AAG CTT GCT - .........

pNM482

EcoRI Smal BamHI Sall Pstl HindIII
G AAT TCC CGG GGA TCC GTC GAC CTG CAG CCA AGC TTC GAT - .........

O polylinker dos vectores difere entre o local de corte Hindlll e 0 9° codao do gene lacZ,
em dois nucledtidos no caso de pPNM481 (sem GA) ou em um nucledétido no caso de
PNMA482 (sem G), relativamente a pNM480

GERA-SE NO POLYLINKER UM DESFAZAMENTO RELATIVAMENTE A GRELHA DE LEITURA DE lacZ



Estirpe bacteriana

Escherichia coli MC1061 (Casadaban e Cohen, 1980): F- araD139 A(araABC-leu)7697 AlacX74 galU galK
hsdR (r,~ m*) rpsL(StrR®) thi-1 mcrB

Mutacdo AlacX74: dele¢do laclPOZY, isto é, delecdo total do operdo da lactose, a excepcio do gene lacA

Meios de cultura/selecao

Frequentemente meio completo (por exemplo, Luria-agar) suplementado com:

= Amp — selegao de transformantes

= X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactésido) — deteccdo de fenotipo Lac* (niveis de B-galactosidase)

Coldnias Lac* (azuis)
Coldnias Lac™ (brancas)

As coldnias Lac* expressam B-galactosidase e as coldnias Lac” ndao produzem esta enzima



Trabalho experimental — Clonagem num vector de fusao traducional para deteccao dos sinais
de transcricao e de traducao de um gene em Escherichia coli

NM480
P + pNM_,_481 pNI\_/IF482 Fragmento 550 pb
EcoRI/Sall  EcoRl/Sall EcoRI/Sall EcoRI/Sall

&'H@ &'@ + LA + Amp + X-gal LA + Amp + X-gal LA + Amp + X-gal

I / SELECCAO
3 construgodes diferentes:

I - pPNM480 + fragmento EcoRI/Sall de gene A LIGACAO l
Il - PNM481 + fragmento EcoRlI/Sall de gene A Células competentes .
Il - pNM482 + fragmento EcoRI/Sall de gene A b E coli I\/ICF:)1061 Possweesultados
AlacX74
TRANSFORMACAO

Q - Qual é a construgao que vai dar origem a coldnias azuis?

Coldnias azuis (expressao de lacZ/produgao de -galactosidade): ATG do fragmento clonado estd em fase com
0 9° coddo de lacZ na plasmidio/construcdo que deu origem a expressao do gene lacZ



Como é que este sistema funciona entao?

Regidao 5’ do gene A

GAATTC ... CCATGCCTACATGGTCAAATGCGCTTTCAGTCGACGC
1 2 3

Qual dos 3 ATGs ¢é o verdadeiro codao de iniciacao da traducao?

Fragmento EcoRI/Sall contendo a regido 5’ do gene A
1, 2, 3 —trés codoes ATG putativos



Como é que este sistema funciona entao?

Regiao 5’ do gene A
(contendo os sinais responsaveis pelo inicio da transcricao e da traducao)

GAATTC ... CCATGCCTACATGGTCAAATGCGCTTTCAGTCGACGC
1 2 3

Qual dos 3 ATGs ¢é o verdadeiro codao de iniciacao da traducao?

Aquele que, apos clonagem desta regiao 5° em vectores da série pNM, ficar em fase com o
92 codao de lacZ (ie, clonado na mesma grelha de leitura de lacZ) permitindo que apods
sele¢do dos transformantes, se observe expressao de lacZ através da produgao de [3-galacosidase



Como é que este sistema funciona entao?

Regido 5’ do gene A (550 pb)

EcoRl Sall

GAATTC ... CCATGCCTACATGGTCAAATGCGCTTTCAGTCGACGC
1 2 3

Clonar o fragmento EcoRI / Sall , contendo esta regido 5’ do gene A, nos vectores pNM
Que estirpe hospedeira utilizar

Qual o meio selectivo



pNM480
EcoRI Smal BamHI Sall PstI HindIII *
GA ATT CCC GGG GAT CCG TCG ACC TGC AGC CAA GCT TGC GAT ccc
pNM481
EcoRI Smal BamHI Sall Pstl HindIII *
GAA TTC CCG GGG ATC CGT CGA CCT GCA GCC AAG CTT GCT CcC
pNM482
EcoRI Smal BamHI Sall Pstl HindIII *
G AAT TCC CGG GGA TCC GTC GAC CTG CAG CCA AGC TTC GAT CcCC

MCS vectores

EcoRl Sall
GAATTC ... CCATGCCTACATGGTCAAATGCGCTTTCAGTCGACGC Fragmento
pNM480 4 ¥
.. GAATTC ... CCA TGC CTA CAT GGT CAA [Bill CGC TTT CAG T€G ACC TGC AGC CAA GCT TGC GAT CCC ...
1 2 3
oNM481 ¥ 5
.. GAATTC ... C CAT GCC TAC [l GTC AAA TGC GCT TTC AGT €GA €CT GCA GCC AAG CTT GCT CCC ...
Produtos
1 2 3
clonagem
pNM482 ¥ Il

... GAATTC ... CC.CCT ACA TGG TCA AAT GCG CTT TCA GTC GAC CTG CAG CCA AGCTTC GAT CCC....
1 2 3



pNM480 ./ V
.. GAATTC ... CCA TGC CTA CAT GGT CAA [l cGC TTT CAGTTEGAEC TGC AGC CAA GCT TGC GAT CCC ...

oNM481 \d }
. GAATTC ... C CAT GCC TAC [Bill GTC AAA TGC GCT TTC AGTIGGA CCT GCA GCC AAG CTT GCT CCC ...

pNM482 ¥ !
.. GAATTC ... cCJlill CCT ACA TGG TCA AAT GCG CTT TCA GT€ GAC CTG CAG CCA AGC TTC GAT CCC ...

Mainly blue colonies?
YES
3rd ATG — initiation codon

No blue colonies? Mainly white colonies?
YES
3rd ATG — NOT the initiation codon



pNM480 ./ ¥
.. GAATTC ... CCA TGC CTA CAT GGT CAA [l cGC TTT CAGTTEGAEC TGC AGC CAA GCT TGC GAT CCC ...

oNM481 \d }
. GAATTC ... C CAT GCC TAC [Bill GTC AAA TGC GCT TTC AGTIGGA CCT GCA GCC AAG CTT GCT CCC ...

pNM482 ¥ !
.. GAATTC ... cCJlill CCT ACA TGG TCA AAT GCG CTT TCA GT€ GAC CTG CAG CCA AGC TTC GAT CCC ...

Mainly blue colonies?
YES
2rd ATG — initiation codon

No blue colonies? Mainly white colonies?
YES
2rd ATG — NOT the initiation codon



pNM480 ./ V
.. GAATTC ... CCA TGC CTA CAT GGT CAA [l CGC TTT CAG T€G ACC TGC AGC CAA GCT TGC GAT CCC ...

oNM481 \d Il
.. GAATTC ... C CAT GCC TAC [Bl@ GTC AAA TGC GCT TTC AGT €GA CCT GCA GCC AAG CTT GCT CCC ...

pNM482 V i
.. GAATTC ... CCllill CCT ACA TGG TCA AAT GCG CTT TCA GT€ GAC CTG CAG CCA AGC TTC GAT CCC ...

~ o~ Mainly blue colonies?
1) Fase de tradugdo do local de restrigao Sall nos vectores VES

pNM480, pNM481 e pNM482, em relagdo ao 92 cod3o do gene 'lacZ 1st ATG —initiation codon

No blue colonies? Mainly white colonies?

o YES
2) Fase de traducao do gene A no local de restricao Sall. 1st ATG — NOT the initiation codon



pNM480 ./ V
.. GAATTC ... CCA TGC CTA CAT GGT CAA [l CGC TTT CAG T€G ACC TGC AGC CAA GCT TGC GAT CCC ... :‘ C‘
pNM481 ¥ \ 0o
.. GAATTC ... C CAT GCC TAC [Bil GTC AAA TGC GCT TTC AGT €GA ECT GCA GCC AAG CTT GCT CCC ... OOO
pNM482 ¥ i o
.. GAATTC ... CCllill CCT ACA TGG TCA AAT GCG CTT TCA GT€ GAC CTG CAG CCA AGC TTC GAT CCC ... % O
O

GAATTC ... CCATGCCTACATGGTCAAATGCGC TTT CAG TCG ACG C

A fase/grelha de traducdo no local de restricdo Sall nos vectores pNM480/1/2,
em relacao ao 92 codao do gene 'lacZ,
coincide com a grelha de traducao do gene A

no local de restricao Sall



A importancia de clonar em fase —

Constru¢ao de uma proteina de hibrida ou de fusao

Necessario conhecer as grelhas de leitura dos genes com os quais pretendemos fazer a fusao

EcoRl

Xhol

GAATTCCCATGCCTACRIGCCAATCGTAGCGCTT...... TGATCACTCGAGGC

-— coddo de iniciagdo do gene em estudo

Fragmento gene B

Qual o vector que devo escolher para que, apods clonagem fique em fase com o gene reporter?

pGEX-4T-1 (27-4580-01)

Thrombm

GST ILeu Val Pro ArgtGly SerlPro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His Arg Asp
CTG GTT CCG CG GGATCC CCG GAA TTG GO GET CBA CTC GAG.C6G CCG CAT C6 GAC TGA

BamHI EcoR I 5mal Sal I YfoT Not | Stop codons
pGEX-4T-2 (27-4581-01)
Thrombln

GST lLeu Val Pro Ar Gly Ser'Pro Gly lle Pro Gly Ser Thr Arg Ala Ala Ala Ser
CTG GTT CCG CG GGA TCC,CCA GGA ATT CCC GGG TCG ACT CGA GCG GCC GCA TCG TGA

BamHI EcoR I Smal "Sal | © Xho 1 ' Not | " Stop codon
pGEX-4T-3 (27-4583-01)
Thrombin
GST ILeu Val Pro Arg'Gly SerlPro Asn Ser Arg Val Asp Ser Ser Gly Arg lle Val Thr Asp

CTG GTT CCG CGT,GGA TCC,CCG AAT TCC CGG,GTC GAC,TCG AGE GGC CCATC GTG ACT GAC T6A

BamH | EcoRlI Smal_ Sall —Xpol Not | Stop codons

GST — glutationa S-transferase



EcoRl Xhol

GAATTCCCATGCCTACRIGCCAATCGTAGCGCTT...... TGATCACTCGAGGC

G AAT TCC CAT GCC TAC @ CCA ATC GTA GCG CTT...... TGATCACTCGAGGC

pGEX-4T1-1 (27-4580-01)

Thrombin

GSTlLeu Val Pro Ar LGIy SerlPro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His Arg Asp
CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG GAA TTG, CCG %T CG5|CTC GAG,CGG CCG CAT CGI GAC TGA

BamH | EcoRI| Smal Sal | —Yho1 Not | Stop codons
pGEX-4T-2 (27-4581-01)

Thrombin

GSTlLeu Val Pro Ar LGIy SertPro Gly lle Pro Gly Ser Thr Arg Ala Ala Ala Ser
CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCA GGA ATT CCC GGG TCG AL“_:‘T CGA GCG GCC GCA TCG TGA

BamH | EcoR | Sal| —ypo1 Not| Stop codon
pGEX-471-3 (27-4583-01)
Thrombin

GSTILeu Val Pro Ar J~G‘.Iy SerlPro Asn Ser Arg Val Asp Ser Ser Gly Arg lle Val Thr Asp
CTG GTT CCG CGT GGA TCC,CCG AAT TCC CGG GTC GAC TCG GGC CGC ATC GTG ACT GAC TGA

Smal

e o IR oy
BamH | EcoRI5ma1 Sall ~Xhol Not | Stop codons

1

Fusao GST-gene B

PGEX-4T-3



Origem do gene em estudo
_ _

\

Aatll
P rnb |

Aatll
| orr2

—t— . o~
P/RBS/ATG? Digestao Aatll

Clone
inicial

Aatll Aatll

AmpR

\.

BamHI Sall

Smal Xbaytl Sphl
|

EcoRI Kpnl
HindIII Sacl

Digestdao Smal

pT7T3-18U
2,9 kb
\ /
R Smal
Amp
A R
EcoRI BamHI PstI mp
Smal | Sall | HindIIl

Digestdao EcoRI/Pstl

Smal/AatIl *
EcoRI Kpnl

Aatll/Smal *
BamHI Sall
Xbal  PstI Sphl

pRZA18
3,65 kb

m—)

AmpR

Ligacdo—>

EcoRI Kpnl BamHI Sall

Sacl : l} Pst1

Digestao
EcoRI/Pstl

EcoRI Kpnl BamHI Sall

Sacl PstI HindIIl

‘lacZz - o~
\ / ngagao
AmpR \
EcoRI Pstl
—
Amp® )
R

* A sequéncia gerada em Smal/AatIl ndo é reconhecida por nenhuma destas enzimas.

Esquema representativo das experiéncias de clonagem realizadas antes e durante este trabalho laboratorial.



Fragmento Aatll de = 740 pb clonado em pT7T3 digerido com Smal

Polylinker do vector pT7T3 — 18U

Sacl Xbal SbfIl
EcoRI Kpn BamHI Sall Pstl Sphl HindIII

atgaccatgattacgAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGT CGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGCact
6250 6260 6270 6280

6220 6230 6240
S T C R HAGS L A...

M T M I T NS S S V P G D P L E

Como foi possivel e realizada esta clonagem?

Vector pT7T3 — 18U

[HindITI(195)
Psti211)
Sall(213)
Xbal(219)
BamHI(225)
Smal(232)
Kpnl(238)
Sacl(244)
|EcoRI(246)

lacZ_a(l. 156)
lacZ_a(1. 156)

b

M13 forward20_primer(142, 158

pT7T3-18U

2,9 kb




Fragmento Aatll de = 740 pb clonado em pT7T3 digerido com Smal

Polylinker do vector pT7T3 — 18U

Sacl Xbal SbfIl
EcoRI Kpn BamHI Sall Pstl Sphl HindIII

atgaccatgattacgAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGT CGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGCact
6220 6230 6240 6250 6260 6270 6280

M T M I T NS S SV P GD P L E S TCRHA S L A...

Como foi possivel e realizada esta clonagem?

5’ GACGT/C GACGT/C 3’ 5: CCC/GGG 3:
3’ C/TGCAG C/TGCAG 5’ 3’ GGG/CCC5
l Aatll
5 C GACGT 3’
3’ TGCAG CY5 i Smal
i T4 DNA polimerase 5’ CCC GGG 3’ EcoRl
5 C G3 3’ GGG CCC¥%’
3G CY5 w

Vector pT7T73 — 18U

5 CCC C
3" GGG G

[HindITI(195)
Psti211)
Sall(213)
Xbal(219)
BamHI(225)
Smal(232)
Kpnl(238)
Sacl(244)
[EcoRI(246)

pT7T3-18U

2,9 kb

[
L6

r Pstl
G GGG 3 >

C CCCY’




Sac'KpnI
EcoRI\, | 5’ CCC C

3" GGG G

Polylinker do vector pT7T3 — 18U

Sacl ’@ Xbal ShfI
EcoRI Kpn BamHI Sall Pstl Sphl HindIII
pRZA18 atgaccatgattacgAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGeact

| 6220 Tséso 6240 6250 6260 6£70 6280

M T M ITNSSSVPGDPLTESTTCRHASIL A..
Clondmos o fragmento EcoRI/Pstl de 740 pb em pNM digerido com EcoRI/Pstl.

Haveria mais alguma alternativa de clonagem em pNM?

EcoRI/BamHlI . "
EcoRl  Smdl SamHl  Sal Pst! Hindl i 92 codao YacZ
EcoRI/Sall | GAATT CCC GGG GAT OCG TCGACCTGCAGC CAA GCTTGCGAT COC*
)
EcoRI/Hindlll v
& %
1 3,6 kb

Daria o mesmo resultado em termos da construcao que gera v
coldnias azuis? 4



Resumo
Objectivo do trabalho experimental

Neste trabalho pratico, baseado num sistema genético que envolve a construcao de fusdes traducionais nos plasmidios da
série pPNM, pretende-se esclarecer se a ORF2 corresponde a um gene, através da deteccao de sinais de transcricao e de

traducao, na regiao 5’ da ORF.

Metodologia geral da experiéncia de clonagem
Os procedimentos experimentais envolvidos neste trabalho sao os seguintes:

A.
B.

nmmo O

L o

Digestao dos vectores pNM480, pNM481 e pNM482 com as enzimas EcoRI e PstlI.

Digestao do plasmidio recombinante pRZA18 com as enzimas EcoRI e Pstl, e purificagao
do fragmento EcoRI/Pstl de 740 pb.

. Clonagem do fragmento EcoRI/Pstl de 740 pb nos vectores pNM480, pNM481 e pNM482.
. Transformacao da estirpe E. coli MC1061 com as construcoes realizadas.

Seleccao e purificacao de transformantes Lac*t, em meio de cultura apropriado.

Extraccao do DNA plasmidico de alguns transformantes obtidos nas diferentes clonagens e
confirmagao das construgdes moleculares através da digestdao com as enzimas EcoRI e
Pstl.

. Determinacao da actividade da B-galactosidase em clones seleccionados.
. Confirmacao da sequéncia nucleotidica na zona de juncao do fragmento de DNA com o

gene lacZ.
Analise global dos resultados da experiéncia de clonagem.



Caracteristicas da estirpe e dos vectores

Caracteristicas relevantes Fonte/Origem

F-araD139 A(araABC-leu)7697 AlacX74 galU galK hsdR(r,-,m,*) Casadaban e Cohen, 1980
rpsL(StrR) thi-1 mcrB

pT7T3—-18U AmpR, pBR322 ori Amersham

pRZA17/pRZA18 Duas orientacdes diferentes do fragmento Aatll-Aatll de 0,74 kb no Cairrio et al, 2001
local Smal de pT7T3—-18U

E. coli MC1061

AlaclPO ’lacZ lacY AlacA AmpR Minton, 1984
AlaclPO ’lacZ lacY AlacA Amp® Minton, 1984
AlaclPO ’lacZ lacY AlacA Amp® Minton, 1984




